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摘要 : 用 组 织 块 培养 法 对 毛 脚 麦 不 同 组 织 进 行 原 代 培 养 ， 获 得 了 3 种 不 同 组 织 来 源 的 细胞 ， 并 成 功 对 细胞 进行 了 冷冻 保存 和 
复苏 。 在 传代 培养 过 程 中 ， 对 比分 析 了 3 种 组 织 来 源 细胞 的 态 : 学 、 生 长 曲线 、 贴 壁 率 、 核 型 等 生物 学 特性 。 形 态 学 方 站 
3 种 来 源 细胞 均 为 成 纤维 样 细 胞 。 对 于 3 种 组 织 来 源 细胞 的 贴 壁 能 力 分 析 显 示 ， 输 卵 管 源 细胞 最 强 ， 肺 源 细胞 和 气管 源 旨 
次 之 。3 种 不 同 组 织 来 源 细胞 的 倍增 时 间 分 别 为 (29.91 土 0.39)、 的 18 士 0.21) 和 (30.67 士 0.28) h， 和 群体 倍增 次 数 分 别 为 3.54 
0.01、4.52 土 0.02 和 4.38 士 0.03。 毛 脚 覆 细胞 的 染色 体 数目 为 2n=68， 性 染色 体 为 典型 的 ZW 型 。 本 实验 为 今后 毛 脚 祷 纪 
利用 、 遗 传 信息 的 保存 及 生物 学 特性 的 深入 研究 提供 实验 材料 和 依据 。 
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Establishment of cell culture system of rough-legged buzzard and 
biological characteristic analysis on different tissue cells cultured in 
vitro 

Gang LIU, Daorina, Rong-Rong WANG, Yun-Xia Ll, Yan-Feng DAI, Xi-He LI, Yu LI Yao LT 


Institute of Animal Genetic Resources of Mongolia Plateau Inner Mongolia University, Huhhot 010021, China 


Abstract: In total, three different tissues from the rough-legged buzzard were obtained by culture and successfully cryopreserved and 
then recovered. During the subculture process, biological characteristics including as cell morphology, growth curve, cell adhesion 
rate, and karyotype were analyzed and compared, and overall all three kinds of tissue cells exhibited fibroblast-like growth. 
Oviduct-derived cells had the strongest adherent ability, followed by lung-derived cells and trachea-derived cells. The doubling times 
of lung-derived cells, trachea-derived cells, and oviduct-derived cells were 29.91+0.39 h, 33.18+0.21 h, and 30.67+0.28 bh, 
respectively, with population doubling times 3.54+0.01, 4.52+0.02, and 4.38+0.03, respectively. Likewise, we noted the chromosome 




















number of the rough-legged buzzard was 68, within the typical type of ZW. These results may potentially provide material and a 
basis for further research in the field, with the successful preservation of genetic information of rough-legged buzzard. 


Keywords: Rough-legged buzzard; Cell culture; Growth curve; Cell adhesion rate; Karyotype analysis 


动物 遗传 资源 是 自然 资源 的 重要 组 成 部 分 ， 是 2008) 日 趋 减 少 , 对 当地 的 生物 多 样 性 构成 了 直接 威 
人 类 社会 赖 以 生存 和 发 展 的 生物 资源 ， 是 满足 人 类 胁 ， 因 此 ， 对 于 大 型 猛禽 的 保护 以 及 遗传 信息 的 保 
食物 与 健康 需求 的 直接 来 源 ， 同 时 也 是 国家 重大 战 存 问题 越发 重要 。 
略 性 基础 资源 (Liu et al，2005)。 毛 脚 篇 (Buteo /agopys) 隶 属 乌 纲 储 形 目 鹰 科 和 中 

近年 来 ， 随 着 人 类 经 济 活动 的 不 断 发 展 ， 自 然 属 ， 在 蒙古 高 原 属 冬 候鸟 (Xiao et al, 2001)， 在 下 
资源 和 生态 系统 平衡 遭 到 严重 破坏 (Hu et al， 内 分 布 于 内 蒙古 、 东 北 及 华北 等 地 ， 保 护 级 别 为 
2002)。 由 于 环境 污染 、 鸟 类 栖息 地 丧失 和 碎 裂 化 等 CITES 附录 I (Liu et al 2010，MacKinnon & 
原因 (Huang et al，2008)， 一些 地 区 的 鸟 类 ， 尤 其 Phillipps, 2000; Meng et al, 2008; Qiao et al, 2009)。 
是 处 于 生态 食物 链 顶层 的 大 型 猛禽 种 类 (Jia et al， 对 毛 脚 老 的 保护 首先 要 保护 其 生存 环境 ， 而 更 
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重要 的 工作 是 对 其 遗传 信息 进行 有 效 保 存 。 由 于 材 
料 难以 获得 ， 目 前 国内 对 于 毛 脚 态 的 研究 仅 停 留 在 
其 形态 学 方面 ， 而 对 其 细胞 特性 及 遗传 信息 方面 的 
究 尚 未 见报 道 。 本 文 建立 了 稳定 的 毛 脚 莫 细 胞 培 
养 体系 ， 并 分 析 比 较 了 培养 所 得 的 第 三 代 毛 脚 址 肺 
源 细 胞 (ung tissue cells)、 气 管 源 细胞 (trachea 
tissue cells) 及 输卵管 源 细胞 (oviduct tissue cells) 
的 特性 ， 为 进一步 展开 毛 脚 篇 细胞 生物 学 、 基 因 
组 学 及 保护 生物 学 等 相关 研究 提供 可 靠 的 材料 


FA 
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1 材料 与 方法 


1.1 试剂 

本 研究 所 用 试剂 包括 MEM alpha 培养 基 
(GIBCO)、 胎 牛 血 清 (HyClone)、0.25% 胰 蛋白 酶 
-0.02%EDTA 消化 液 (GIBCO)、 新 生 牛 血清 (杭州 
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汇合 度 为 73% 一 85% 的 细胞 , 吸 去 培养 液 , 1 mL PBS 
洗涤 3 次 ; 加 入 1 mL 0.25% 胰 蛋白 酶 -0.02% EDTA 
消化 液 ， 待 显微镜 下 细胞 收缩 变 圆 后 ， 加 入 等 量 的 
MEM alpha 完全 培养 基 ，1 000 r/min 离心 5 min， 
弃 上 清 ; 缓慢 加 入 含有 10% MSO 的 新 生 牛 血清 ， 
制 成 细胞 悬 液 ， 静 置 S min 后 ， 移 入 冻 存 管 ; 在 -80 
“冰箱 中 保存 24h 后 ， 转 入 液 氮 内 冻 存 。 
1.2.4 细胞 贴 壁 率 计 算 
将 3 种 不 同 组 织 来 源 的 培养 细胞 分 别 以 一 定 浓 
度 接种 于 35 mm 培养 下 中 ， 放 入 培养 箱 中 培养 6 
后 , 吸取 上 清 液 , 细胞 计数 ,获得 上 清 液 中 细胞 数 ， 
并 计算 贴 壁 率 [ 贴 壁 率 = (接种 细胞 数 - 上 清 细胞 数 )/ 
接种 细胞 数 x100%)。 每 组 实验 重复 3 次 ， 并 于 培养 
12h 及 24h 后 各 重复 以 上 实验 。 
1.2.5 生长 曲线 绘制 
将 3 种 不 同 组 织 来 源 的 培养 细胞 分 别 以 一 定 浓 































































































































































































四 季 青 ) 及 胰岛 素 (江苏 万 邦 生 化 医药 股份 有 限 公 司 ) 


从 





于 人 
1.2 ”实验 方法 
1.2.1 取材 


雌性 毛 脚 妖 一 只， 取材 自 呼 和 浩特 市 白 塔 飞机 
场 , 由 于 挂 网 严重 受伤 ,于 2011 年 11 月 30 日 濒 亡 
及 时 将 其 用 0.2% 新 吉尔 灭 浸泡 后 , 取出 其 肺 、 气 
及 输卵管 等 组 织 ， 温 泡 在 无 菌 生理 盐水 (4 C) 中 ， 
并 于 30 min 内 带 入 无 菌 室 。 
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1.2.1 原 代 培 养 
无 菌 操作 取 部 分 肺 、 气 管 及 输卵管 组 织 ， 在 

















75% 酒 精 中 浸泡 2 一 3 s, PBS 冲洗 3 次 ; 将 其 前 成 一 
1 mm 的 组 织 块 , 均匀 贴 于 培养 瓶 内 , 静 置 培养 2 h; 
加 入 5 mL 含 10% 胎 牛 血清 及 0.4 U/mL 胰岛 素 的 
MEM alpha 完全 培养 基 ， 放 入 39.5 ‘C，5% CO 培 
养 箱 中 培养 。 
1.2.2 ”传代 培 部 

取 细 胞 汇合 度 为 75% 一 85% 的 细胞 ， 吸 去 培养 
液 ，1 mL PBS 洗涤 3 次 ; 加 入 1 mL 0.25% 胰 蛋白 
酶 -0.02%EDTA 消化 液 消化 2 一 3 min 后 ， 加 入 等 量 
的 MEM alpha 完全 培养 液 终 止 消 化 ， 吹 打 惹 浮 细 
胞 , 1 000 rmin 离心 5 min, 弃 上 清 ; 加 入 1 mL MEM 
alpha 完全 培养 液 悬浮 细胞 ， 以 1x10%mL 细胞 密度 
接种 于 培养 瓶 中 ， 放 入 CO; 培养 箱 培养 ; 12 h 后 换 
液 ， 继 续 培 养 Lutal，2008)。 
1.2.3 ”冷冻 保存 

及 时 对 每 一 代 培 养 细 胞 进行 冷冻 保存 ， 取 细胞 













































































度 接种 于 24 和 孔 板 内 ， 放 入 培养 箱 中 培养 ,每 24 h 
取 3 个 孔 培 养 细胞 进行 计数 ， 计 数 8 d 后 绘制 3 种 
组 织 来 源 培养 细胞 的 生长 曲线 ， 计 算 细 胞 倍增 时 间 
及 其 群体 倍增 次 数 (Hou etal，2004) 。 
细胞 倍增 时 间 计 算 公 式 : 
DT=tx[lg2/(1gNt-lgNo)] 
DT: 细 胞 倍增 时 间 ; t: 培 养 时 间 ; Nt:t 时 间 时 的 细胞 
数 ，No: 首 次 计数 时 的 细胞 数 。 

群体 倍增 次 数 碟 计算 公式 : 下 (lgNyp-lgNi)/lg2 
Nr: 对 数 期 末 收 获 细胞 数 ，N1: 接种 细胞 数 。 
1.2.6 ”复苏 存活 率 对 比 

液 氮 中 冻 存 一 月 后 ， 将 冻 存 管 从 液 氮 中 取出 ， 
立即 投入 40 C 温 水中， 迅速 搅动 直至 管内 冰晶 融 
化 ， 将 液体 转移 至 含有 5 mL 完全 培养 基 的 离心 管 
中 ， 静 置 Smin，1 000 r/min 离心 Smin; 向 细胞 沉 
淀 中 加 入 1 mL 完全 培养 基 ， 甚 浮 细胞 ， 取 100 pL 
胞 悬 液 , 加 入 100 pL 4% 台 有 盼 蓝 母 液 ， 静 置 
后 ， 镜 检 并 计算 复苏 后 细胞 存活 率 。 
1.2.7 ” 核 型 分 析 

取 第 4 代 生 长 旺盛 细胞 ， 换 液 12h 后 ,向 培养 
基 中 补 加 0.1 mL 终 浓度 为 0.1 mg/mL 的 秋水 仙 素 ; 
3.5h 后 收获 细胞 , 向 细胞 沉淀 中 组 缓 加 入 10 mL 40 
‘C 预 热 的 KCIl 低 渗 液 (0.075 moyL)， 轻 悬 细胞 ; 常 
温 下 低 渗 处 理 20 min, 低 渗 结束 前 1 min, 加 入 1 mL 
新 鲜 的 固定 液 (甲醇 : 冰 乙 酸 =3:1), 2 000 r/min 离心 
10 min,， 弃 上 清 ; 向 沉淀 中 缓慢 加 入 10 mL 固定 液 ， 
轻 悬 细胞 , 固定 30 min 后 , 2 000 r/min 离心 10 min， 
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246 动物 学 研究 34 郑 
弃 上 清 ; 再 次 重复 以 上 固定 程序 ， 在 细胞 沉淀 中 加 2 结 果 

入 0.5 mL 固定 液 ， 轻 轻 歇 打 制 成 细胞 悬 液 ， 滴 片 ; 2.1 ， 毛 脚 磊 培 养 细胞 的 形态 

Giemsa A nin 自 毛 脚 薄 细 胞 原 代 培养 第 4 天 开始 ， 逐 渐 有 细 
镜 检 、 照 相 及 核 型 分 析 (Zhang et al 2011; Tai et al， 胞 从 组 织 块 周边 游离 出 来 ,细胞 长 势 缓慢 ， 需 要 30 
2011)。 d 才能 铺 满 培养 瓶 。 显 微 镜 下 ， 肺 源 细 胞 (A)、 气 
1.2.8 ”统计 学 分 析 管 源 细胞 (B) 及 输卵管 源 细胞 (OC) 均 呈 成 纤维 型 生 





实验 数据 以 meantSD 表示 ,并 采用 SPSS19.0 ”长 (图 1)。 肺 源 细胞 和 输卵管 源 细 胞 虽然 在 形态 上 相 
软件 进行 单 因子 分 析 和 相关 分 析 ， 显 著 性 水 平 o= ” 似 ， 但 是 在 其 生长 过 程 中 ， 后 者 的 细胞 间 际 较 大 ， 
0.05，P<0.05 为 差异 显著 。 分 泌 物 较 多 。 

















图 1 毛 脚 芒 不 同 组 织 来 源 细胞 形态 学 观察 (x100) 
Figure 1 Morphologies of fibroblast cells from lung, trachea and oviduct tissue (x100) 
A: 肺 源 细胞 ，B: 气管 源 细胞 ，C: 输卵管 源 细胞 ， 标 尺 =100 hm。 


A: Cells from lung tissue; B: cells from trachea tissue; C: cells from oviduct tissue; Bar=100 hm. 


2.2 ”细胞 贴 壁 率 计算 的 倍增 时 间 分 别 为 (29.91 土 0.39)、(33.18 土 0.21) 及 
分 别 于 接种 后 6、12、24 h 细胞 计数 ， 并 计算 。”(30.67 土 0.28) h， 和 群体 倍增 次 数 分 别 为 3.54 土 0.01、 

细胞 贴 壁 率 ( 表 1)。3 种 组 织 来源 细 胞 的 细胞 贴 壁 ” ”4.52 土 0.02 及 4.38 土 0.03。 

率 随 时 间 的 增加 而 逐渐 增加 ，3 个 时 间 段 中 输卵管 





表 2 毛 脚 医 不 同 组 织 细胞 计数 结果 (10ymDL) 



























































sh de A = 二 ~ R 网 
来 源 细胞 的 贴 壁 率 与 其 余 两 者 相 比 ， 均 具 显 著 性 优 Table 2 Counting results of tissue cells (10%/mL) 
sy = fs 可 庆 2 i 
势 ， 而 肺 来 源 细胞 和 气管 来 源 细胞 的 细胞 贴 壁 率 仅 天 数 肺 源 细胞 气管 源 细胞 输卵管 源 细胞 
D L ti ll Trachea ti lls Oviductti 11 
在 接种 24h 后 和 才 呈 现 显著 性 差异 (P<0.05)。 ung 2 cells rac a cells Oviduci me cells 
表 1 毛 脚 稚 不 同 组 织 细胞 贴 壁 率 (%) 1 4.89+0.21 15.06+0.37 6.14+0.24 
Table 1 Cellattachment rates of tissue cells (%) 人 2 10"194022 
3 10.92+0.32 36.58+0.54 17.75+0.48 
6h 12h 24h 
MeaniSD MeanLSD MeanLSD 4 18.08+0.32 62.11+0.83 31.28+0.46 
站 士 0. LU -T1940, 
肺 源 细 胞 73.42°+0.10 81.14°+3.14 85.53°+1.83 3 3 003 O22 nd 
Lung tissue cells 6 30.72+0.49 72.31+0.58 36.86+0.40 
气管 
源 细 胞 76.24°+0.10 80.28?+0.76 86.72°+0.78 7 32.50+0.25 79.08+0.50 39.44+0.62 
Trachea tissue cells 
输卵管 源 细胞 8 33.08 土 0.33 80.81+0.39 36.78+0.35 
: ee 84.73°+1.38 88.93°*+0.68 94.92°+1.23 
Oviduct tissue cells 
n=3; 同 列 中 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 (P<0.05)。 i 
i 2.4 复苏 存活 率 对 比 


n= 3; Letters in the same column denote level of significance at P<0.05. 


细胞 复苏 后 ， 台 盼 蓝 染色 ， 镜 检 ， 计 算 细 胞 复 

2.3” 毛 脚 移 细胞 生长 曲线 苏 存 活 率 ( 表 5)。 在 同样 的 冻 存 体系 中 ， 气 管 来 源 

肺 源 细胞 、 气 管 源 细胞 及 输卵管 源 细胞 连续 计 ” 细胞 复苏 存活 率 最 高 ， 并 较 其 余 两 者 均 有 差异 显著 

数 8d ( 表 2)。 并 根据 表 中 数据 绘制 生长 曲线 (图 2)， (P<0.05)， 说 明 气 管 来 源 细胞 对 于 本 研究 采用 的 冻 
计算 细胞 倍增 时 间 。 结 果 表 明 ， 以 上 3 种 组 织 细胞 。 存 方法 具有 较 强 的 适应 性 。 
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3 期 刘 
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图 2 毛 脚 葡 不 同 组 织 细胞 生长 曲线 图 
Figure 2 ”Growth curves of different cells 




















2.5 毛 脚 黎 细 胞 核 型 分 析 

90% 的 毛 脚 器 细胞 (w=50) 中 期 分 裂 相 的 染色 
体 数目 均 为 68 条 ， 即 其 染色 体 数目 为 2n=68。 核 
型 配对 结果 (图 3) 显示 ， 毛 脚 器 染色 体 中 含有 5 
对 微小 染色 体 ， 形 态 不 能 完全 识别 ， 且 其 性 染色 体 










































































与 常 染 色 体 形态 明显 不 同 ， 呈 晴 昱 状 。 
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表 3 毛 脚 大 不 同 组 织 细胞 倍增 时 间 (h) 
Table 3 Cell doubling time of tissue cells 








肺 源 细胞 气管 源 细胞 输卵管 源 细胞 
Lung tissue cells Trachea tissue cells Oviduct tissue cells 
Meant+SD MeantSD Meant+SD 
(29.91+0.39)° (33.18+0.21) (30.67+0.28)° 








n=3; 同行 中 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 
n=3; Letters in the same line denote level of significance at P<0.05. 
表 4 毛 脚 医 不 同 组 织 细胞 的 群体 倍增 次 数 
Table 4 Cell population doubling times of 
tissue cells 








肺 源 细胞 气管 源 细胞 输卵管 源 细胞 
Lung tissue cells Trachea tissue cells Oviduct tissue cells 

Meant+SD MeantSD Meant+SD 

3.54+0.01° 4.52+0.02° 4.38+0.03? 








n=3; 同行 中 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 (P<0.05)。 


n=3; Letters in the same line denote level of significance at P<0.05. 





表 5 毛 脚 贰 三 种 组 织 来 源 细胞 复苏 后 细胞 存活 率 (%) 对 比 
Table S Comparison of cell survival rate after 
being thawed 
肺 源 细 胞 气管 源 细 胞 输卵管 源 细 胞 
Lung tissue cells Trachea tissue cells Oviduct tissue cells 
MeantSD MeantSD MeantSD 
70.05+0.87? 78.16+0.81° 68.16+0.38? 





n=3; 同行 中 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 


n=3; Letters in the same line denote level of significance at P<0.05. 
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图 3 毛 脚 总 细 胞 的 中 期 分 裂 相 和 核 型 图 
Figure 3 Metaphase and ideogram of rough-legged buzzard cells (Bar=10 hmy) 


3 讨 论 


3.1 ”细胞 培养 方法 

组 织 块 贴 壁 培养 法 是 目前 最 常用 的 细胞 建 系 
方法 ， 与 胰 酶 消化 法 相 比 ， 具 有 操作 简便 、 对 细胞 
损害 小 等 特点 ， 且 长 出 的 细胞 整齐 有 序 。 本 实验 采 
用 组 织 块 贴 壁 法 对 毛 脚 帮 3 种 组 织 块 进行 贴 壁 培 
养 ， 获 得 了 3 种 不 同 组 织 来 源 的 细胞 。 

实验 发 现 ， 毛 脚 晶 3 种 组 织 块 接种 时 组 织 块 的 







































































大 小 、 接 种 密度 及 培养 温度 对 细胞 生长 十 分 重要 ， 
接种 时 组 织 块 以 大 小 一 1 mm， 间隔 一 0.5 cm 为 宜 ， 
培养 温度 需 严 格 控制 在 39.5 'C。 
3.2 ”细胞 培养 体系 及 保存 

本 实验 后 续 采 用 了 4 种 不 同 的 培养 体系 ， 基 本 
培养 基 分 别 为 M199、DMEM、DMEM/F12 及 MEM 
alpha， 并 分 别 了 添加 10% 胎 牛 血清 及 4 U/mL 速效 
胰岛 素 ， 结 果 发 现 ， 毛 脚 医 3 种 不 同 组 织 来 源 的 
胞 在 M199、DMEM/F12 及 MEM alpha 中 的 各 项 和 
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物 学 特性 基本 一 致 。 目 前 , 本 研究 获得 的 气管 来 源 、 
肺 来 源 及 输卵管 来 源 细胞 在 MEM alpha 体系 中 已 
分 别传 至 33、18 及 13 代 ， 且 生物 学 特性 基本 保持 
不 变 。 能 够 在 如 此 高 传代 数 下 仍 保持 其 生物 学 特性 
在 禽类 细胞 培养 过 程 中 是 比较 罕见 的 ， 可 以 充分 说 
明 本 研究 所 采用 的 培养 体系 成 功 保存 了 毛 脚 茵 3 种 
组 织 来 源 细胞 。 
3.3 ”染色 体 分 析 

在 国内 ， 由 于 材料 难以 获得 ， 故 罕见 猛禽 类 的 
染色 体 研 究 报 道 。 本 研究 探索 了 毛 脚 医 细 胞 染色 体 
分 析 制 备 方法 。 细 胞 处 于 对 数 生 长 期 时 ， 更 换 培养 
液 ，12 h 后 向 培养 液 中 添加 终 浓度 为 0.1 pg/mL 的 
秋水 仙 素 ， 处 理 3 h。 若 处 理 时 间 过 长 ， 染 色 体 将 
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时 间 不 足 ， 则 会 导致 分 裂 中 期 的 细胞 数据 较 少 。 低 
渗 处 理 可 使 细胞 膨胀 ， 有 利于 染色 体 分 散 ， 减 少 或 
避免 染色 体重 登 现 象 ， 便 于 观察 。 低 渗 液 一 般 采 用 
0.075 mol/L KCl， 根 据 本 研究 结果 ， 室 温 下 低 渗 处 
理 40 一 60 min 足以 裂解 细胞 。 

大 多 数 磨 科 狐 禽 动物 核 型 相似 ， 梁 色 体 条 数 了 
要 集中 在 66 或 68 条 ， 具 有 3 一 5 对 微小 染色 体 和 
较 多 均匀 长 度 染色 体 (Amaral & Jorge,2003)。 目 前 
己 有 核 型 报道 的 九 种 器 属 动 物 中 , 除 红 尾 器 (2n=70) 
外 ， 核 型 均 为 2n=68。 

本 研究 结果 表明 ， 新 构建 的 毛 脚 器 肺 源 、 气 管 
源 及 输卵管 源 细胞 在 体外 的 稳定 培养 、 传 代 保 存 以 
及 培养 体系 的 建立 将 为 进一步 展开 其 细胞 生物 学 、 
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严重 浓缩 ， 油 镜 下 不 能 辨认 微小 染色 体 ， 而 若 处 理 
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